



























































suggested  to be beneficial  for weight management and metabolism  [5]. For example,  it has been 













that  increasing  carbohydrate  intake  at  breakfast while  simultaneously  reducing  fat  intake  seems 
protective against the development of diabetes and metabolic syndrome [9,10]. Similarly, we recently 












and  as  such,  alterations  in  the  composition  of  blood  may  be  mirrored  by  modifications  in  the 
biochemical  composition  of  saliva  [13].  In  particular,  stimulated  whole  mouth  saliva  has  been 
proposed to resemble plasma in its composition [15]. Although saliva sampling can be challenging 
and suitability of sampling methods needs critical reviewing [14], it is perhaps not surprising that 
numerous  studies  seek  to  use  saliva  samples  in  human  health monitoring.  For  example,  saliva 
samples have been used as monitoring tool of therapy progression [16,17], in psoriasis [14], obesity 
and type 2 diabetes [18,19].   
Circadian studies have  recently  revealed  that ~15% of all  identified metabolites  in saliva are 
under circadian control [20]. Nevertheless, the vast majority of studies use plasma and serum samples 
for their analysis, and only a few have used saliva samples to investigate circadian rhythms or effects 
of  meal  timing.  For  example,  Garaulet’s  group  recently  compared  diurnal  rhythms  in  salivary 
microbiota upon early and  late eating conditions [21]. Here, we  tested  if stimulated whole mouth 
saliva samples, collected every four hours over 24 hours, could be used to study the effect of timing 
of carbohydrate and fat intake on diurnal rhythms of metabolic and inflammatory biomarkers. 









The  study was  registered  at  clinicaltrials.gov  as NCT02487576. Details  of  the  study  design,  the 
recruitment  of  participants,  inclusion  and  exclusion  criteria,  and  dietary  interventions  were 
published elsewhere [11,12].   
In  brief,  in  this  cross‐over  trial,  participants  underwent  two  4‐week  isocaloric  dietary 



























collection  device  as  per  manufacturer’s  instructions  (Salivettes®,  Sarstedt,  Germany).  In  brief, 
participants were asked to remove the cotton swap from the Salivette®, place it into their mouth and 
chew it for about 60 ‐120 sec to stimulate salivation. To avoid any contamination, participants were 






allocated  time  frames,  i.e., until 13:30  for breakfast and  lunch and 16:30  to 22:00  for a  snack and 
dinner). Participants were also asked to follow their habitual sleep and wake times during the day of 
collection. For time points at which participants were usually asleep, they were told to keep exposure 









Before  (V1  and V3)  and  after  (V2  and V4)  each dietary  intervention, participants were  clinically 
























ABX SAS, Grabels, France). Commercial ELISA were used  for measurement of  insulin  (Mercodia, 
Uppsala,  Sweden),  adiponectin  (BioVendor,  Kassel,  Germany),  interleukin  6  (IL‐6),  monocyte 








two‐way  ANOVA  was  performed  to  determine  effects  of  diet,  time  and  diet*time  interaction. 
Depending  on  sample  distribution,  Student’s  t‐test  or  Wilcoxon  test  were  used  to  determine 
difference between two groups. Daytime levels of biomarkers were calculated as the average level 
from four time points of data collection (i.e., at 08:00, 12:00, 16:00, and 20:00 for saliva samples and at 



















  HC/HF diet  HF/HC diet  P1  Pcorr2 
  Pre  Post  Δ%  Pre  Post  Δ%     
Weight [kg]  86.8 ± 2.8  86.4 ± 2.9  −0.5  87.1 ± 2.9  86.6 ± 2.9  −0.6  0.936   
BMI [kg/m²]  27.0 ± 0.7  26.8 ± 0.8  −0.7  27.1 ± 0.8  26.9 ± 0.8  −0.7  0.917   
Total body fat [%]  24.7 ± 1.5  24.2 ± 1.7  −2.0  24.5 ± 1.7  23.3 ± 1.7  −4.9  0.206   
Triglycerides [mmol/L]  1.15 ± 0.13  1.07 ± 0.11  −7.0  1.25 ± 0.16  1.17 ± 0.11  −6.4  0.666  0.666 
Total cholesterol [mmol/L]  5.22 ± 0.17  4.78 ± 0.16  −8.4  5.24 ± 0.18  4.88 ± 0.18  −6.9  0.347  0.273 
HDL cholesterol [mmol/L]  1.24 ± 0.04  1.08 ± 0.03  −12.9  1.21 ± 0.04  1.08 ± 0.03  −10.7  0.737  0.704 
LDL cholesterol [mmol/L]  3.46 ± 0.16  3.21 ± 0.15  −7.2  3.46 ± 0.17  3.27 ± 0.16  −5.5  0.571  0.527 
NEFA [mmol/L]  0.50 ± 0.03  0.45 ± 0.02  −10.0  0.49 ± 0.03  0.45 ± 0.03  −8.2  0.238  0.233 
Glucose [mmol/L]  5.91 ± 0.12  5.35 ± 0.07  −9.5**  5.84 ± 0.1  5.33 ± 0.08  −8.7**  0.407  0.415 
Insulin [pmol/L]  38.46 ± 4.92  33.06 ± 2.58  −14.0  41.22 ± 5.52  33.72 ± 4.02  −18.2  0.524  0.525 
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3.2. Detectable Salivary Markers 















but high  interindividual variation was  found  (Figure  2C). Although blood pattern demonstrated 
more  pronounced  variation  (Figure  S2B),  mean  daytime  levels  in  saliva  and  blood  positively 
correlated (r = 0.277, p = 0.035).   
Salivary adiponectin and resistin further display diurnal oscillations (Figure 2D and 2F), with 








affect  the detected biomarker concentrations. We  found  that salivary protein concentrations were 
increased and pH values decreased at night (Figure S3). 
 






















(Figure  2,  Figure  3),  suggesting  that  the  time  at which mainly  carbohydrates  and  fat  are  being 




day  affects  salivary  biomarkers  in  humans.  The main  findings  of  this  study  are:  (1)  saliva  is  a 
promising  tool  for  determination  of  certain  metabolic  and  inflammatory  markers;  (2)  diurnal 
variations of metabolic markers are pronounced and distinct in saliva; (3) in saliva, secretion pattern 
of metabolic and inflammatory markers do not depend on the timing of carbohydrate and fat intake. 









(timing of  carbohydrate  and  fat  intake) on  selected metabolic  and  inflammatory markers. Using 
multiplexing  array panels,  as described before  for  saliva  [23,25], we were  able  to detect  salivary 
cortisol,  melatonin,  insulin,  visfatin,  adiponectin,  resistin,  IL‐6  and  MCP‐1.  Similarly  with  the 





saliva.  Components  of  circadian  clocks  are  known  to  be  tightly  involved  in  the  regulation  of 
metabolism and immune response [34]. Many components of lipid homeostasis are under circadian 
control  including  intestinal  lipid  transport, de novo  lipid  synthesis and adipokine  secretion  [35]. 










in both  saliva  and blood,  and  suggest  that  saliva may be  an  excellent  tool  for  chrononutritional 
investigations.   
Interestingly, in our study, salivary secretion patterns of metabolic and inflammatory markers 
do not depend on  timing of  fat  and  carbohydrate  intake. For  adiponectin,  IL‐6  and MCP‐1,  this 
observation  is  in  line with  our previous  report  [12], where we  showed  that  the HC/HF diet,  in 
comparison to the HF/HC diet, did not change their average concentrations and/or diurnal variations. 
For melatonin and cortisol, it is generally thought that meal timing has only a limited influence on 
melatonin  and  cortisol  [40],  both  of  which  are  indicative  of  the  central  circadian  clock  in  the 
suprachiasmatic nucleus, although a very recent trial suggests that early time restricted feeding may 
have been a direct impact on cortisol, leading to an increased amplitude [41]. Our study suggests that 












explained by  the  time of meal  intake:  in our published  reports  [11,12],  the  serum  samples were 
collected  during  a  strictly  controlled  clinical  investigation  days,  which  was  undertaken  at  the 
outpatient  department  of  the  institute. During  these  clinical  investigation  days,  the meals were 
identical for all participants and the time of meal intake was highly controlled and the same across 




increases shortly after  the meal  intake, particularly  if high  in carbohydrates, as we showed  in the 
serum  samples  (Figure  S2B). Meal  onset  at  breakfast  (Figure  S1B) was most  varied  among  our 











agreement  with  literature  data  [44],  and  we  therefore  cannot  exclude  that  these  factors  affect 
biomarker concentrations detected at night. Therefore, adjustment for the salivary flow rate can be 
recommended  for  the biomarker analysis  in chrononutritional  studies, which  represents  the next 
limitation of the out‐of‐lab studies where the assessment of the salivary flow rate is not feasible. 
Taken  together,  our  study  suggests  that  saliva  is  a  promising  non‐invasive  tool  for  the 
determination of circadian patterns of metabolic and  inflammatory biomarkers  in human studies. 
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